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Verfahren zur Markierung von festen, flussigen oder gasformi- 
gen Substanzen . 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren nach dem Oberbegriff des 
5 Ansp.ruchs 1. Sie betrifft ferner einen Kit zur Durchfuhrung 
des Verfahrens nach Anspruch 1. 

Ein solches Verfahren ist aus der US 5/643,728 bekannt. Dabei 
ist die Markierung in einem bestimmten Sequenzabschnitt einer 
10 Nukleinsauresequenz enthalten. Zur Identif ikation der Markie- 
rung wird die Nukleinsauresequenz unter Anwendung der Polyme- 
rase-Ketten-Raektion (PCR) vervielf altigt . Anschliefiend wixd 
die im vervielf altigten Produkt enthaltende Markierung mit- 
telsSequenzierung identif iziert. 

Ein weiteres Verfahren ist aus der DE 44 39 896 Al bekannt. 
Dabei beherber gen die der zu markierenden Substanz zugef Ugten 
DNA-MolekUle einen Langenpolymorphisiuus , welcher die Markie- 
rung tragt . Zur Identif ikation der Markierung werden die DNA- 
20 Molektile mittels PCR vervielf altigt und dann einer Gel- 
Elektrophorese unter zogen. Die als Ergebnis der Gel- 
Elektopohrese beobachtbare Bandensequenz reprasentiert ahn- 
lich einem Strichcode die Markierung. Die Bandensequenz kann 
auch in eine Zahl ubersetzt werden. 

25 

Die vorerwahnten Verfahren sind in mehrf acher Hinsicht hach- 
teilig: 

a) Die Verfahren sind zeit- und kostenaufwendig, weil zur 
30 Identif ikation der Markierung sowohl eine PCR als auch eine 
Gel-Elektroporese durchgef iihrt werden miissen; 
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b) die Verfahren sind schwer automatisierbar, weil die bei 
der PCR gebildeten Reaktionsprodukte zur DurchfUhrung der 
Gel-Elektrophorese auf ein Gel tlbertragen werden mussen; 

c) die Verfahren sind f ehleranf allig, weil zu deren Durch- 
fUhrung eine Vielzahl von kontaminationsempf indlichen Pipet- 
tiervorgangen erf order lich sind; 

d) die Verfahren sind aufwendig, .weil zu einer Markierung 
einer Vielzahl von Substanzen die gleiche Anzahl an. Markie- 
rungs -DNAs hergestel.lt werden mufi. 



. Ein weiteres. Verfahren ist aus der US 5,139,812 bekannt. Da- 
bei wird eine vorgegebene „ Nukleirisauresequenz enthal tende 
15 Tinte zur f alschungssicheren Markierung von Gegenstanden ver- 
. ; .;wendet . Urn eine Mehrzahl von Gegenstanden unterscheidbar zu 
mar kieren, werden mit der Tinte unterschiedliche Beschriftun- 
gen aufgebracht. . Zur Identif ikation einer solchermafien aufge- 
brachten Markierung wird die BesGhriftung mittels einer Farb- 
20 reaktion sichtbar gemacht. Die Identif ikation kann auch durch 
eine radioaktive Markierung der verwendeten Nukleinsaurese- 
quenz erfolgen. - Dieses Verfahren ist vor allem deshalb 
nachteilig, weil die- Auf bringung einer unterscheidbaren Mar- 
kierung umstandlich ist und zur Identif ikation der markierte 
25 Gegenstand zerstort werden muli . 

Aus der WO 95/17737 ist es weiterhin bekannt, zur Markierung 
von Kunstgegenstanden das Blut des Kttnstlers zu verwenden. 
Zur Identifikation wird die Markierung mit einer hinterlegten 
30 weiteren Blutprobe mittels DNA-Analyse verglichen. - Dieses 
Verfahren ermoglicht nicht ohne weiteres die Herstellung ei- 
ner Vielzahl unterschiedlicher Markierungen. Die Indentifika- 
tion ist aufwendig. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren und einen Kit zu 
dessen Durchflihrung anzugeben, mit dem eine Vielzahl von Sub- 
stanzen oder Gegenstanden f alschungssicher und unterscheidbar 
5 markier- und nachfolgend kostengunstig und schnell identifi- 
zierbar ist/ 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Ansprtiche 1 und 20 
gelost. Zweckmaliige Ausgestaltungen der Erfindung ergeben 
sich aus den Merkmaleh der Ansprtiche 2 bis 19 und 21 bis 27. 

Nach der verf ahrensseitigen Losung der Erf indung 1st vorgese- 
•hen, : daft zur Identif ikation eine erste Primergruppe mit einem 
zum ersten Sequenzabschnitt korrespondierenden ersten Pri- 
merabschnitt und eine zweite Primergruppe mit einem zum drit- . 
ten Sequenzabschnitt korrespondierenden . dritten Primerab- 
schnitt verwendet wird, wobei jede der. Primergruppen vier, 
sich j ewe lis in mindestens eine r zus a t z 1 i chen endstandig vor- 
gesehen Base unterscheidende Primervarianten umfaftt, so daft 
20 genau eine Primervariante ' der ersten Primergruppe zusammen 
mit genau einer Primervariante der zweiten Primergruppe eine 
Amplif ikation der Nukleinsauresequenz ermoglicht • 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren kanri auf einf ache Weise 
25 eine unterscheidbare ■ Mar kie rung bzw. innere Numerierung einer 
Vielzahl von Gegenstanden erfolgen. Es kOnnen mit einer rela- 
tive kleinen Anzahl unterschiedlicher Markierungs- bzw. Nu- 
. kleinsauresequeiizen eine grofie Anzahl an unterschiedlichen 
Markierungeh bereitgestei.lt. weirden. Die Markierungen sind 
30 schnell und ohne grolien Auf wand identif izierbar . 

Nach einer Ausgestaltung der Erfindung weist die Nukleinsau- 
resequenz mehr als 20, vorzugsweise 40 Nukleotide, auf. 
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Zur Markierung werden vorteilhaf terweise Nukleinsauresequen- 
zen verwendet, die im zweiten Sequenzabschnitt sich. unter- 
scheiden. Dieser besteht vorteilhaf terweise aus zwei Teilbe- 
5 reichen, von denen jeder mit mindestens einer Base besetzt 
ist. Die Kombination der beiden Teilbereiche ermoglicht die 
Darstellung von insgesamt sechzehn verschiedenen Nukleinsau- 
revarianten, naml^^ A, A - Thymidin (=T) ,- A - 
: Guanin . (=G) > A - Cytosin • (-C) , T r";A,. T - T, T - G, T - C, G 
10 - A, G - T f .G - G, G - C, C - A, C - T, C — G, C - C. Die 16 
Nukleinsaurevarianten bilden einen . Nukleinsauresatz . 

Vorteilhaf terweise ist der zweite Sequenzabschnitt aus zwei 
Teilbereichen gebildet, von denen mindestens einer aus einer 
15 MehrzahL Basen besteht . Dementsprechend ist dann die korre- 
ispondierehde Primervariante endstandig mit derselben Anzahl 
*.:. korrespondierender. Basen vers eh en. Dadurch wird die Wahr- 
scheinlichkeit der Bildung von fa Is chpo sit i yen Pr oben dra- 
ys tisch reduziert . Per Teilbereich kann aus einer spezif ischen 
20 Sequenz oder: aus mehreren ident ischen Basen bestehen. 

Zur Erhohung der Kombinationsmoglichkeiten konnen weitere Nu- 
kleinsauresatze verwendet werden, deren Nukleinsaurevarianten 
sich im ersten und dritten Sequenzabschnitt unterscheiden . 

25 Z-.B. konnen zur Erhohung der Kombinationsmoglichkeiten von 16 
auf 16 2 die vorbeschriebenen Nukleinsaurevarianten eines Nu- 
kleins&uresatzes mit weiteren Nukleinsaurevarianten kombi- 
niert werden, die aus einem zweiten Nukleinsauresatz ausge- 
wahlt sind. Der zweite. Nukleinsauresatz unterscheidet sich 

30 vom ersten Nukleinsauresatz im ersten und dritten Sequenzab- 
schnitt. Analog kann die Kodierungskapazitat durch die Ver- 
wendung von n NukleinsSuresatzen auf 16 n erhoht werden. 
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Der erste und der dritte Sequenzabschnitt weisen vorzugsweise 
die gleiche Anzahl von Nukleotiden auf. Die erste und der 
dritte Sequenzabschnitt sind zweckmafiigerweise so ausgebil- 
det, dali sie unter vergleichbaren Stringenzbedingungen auf- 
schmelzbar. - Das ermoglicht eine sehr einfache Amplif ikation 
mittels Polymerase- (PCR) oder Ligase-Ketten-Reaktion (LCR). 

Als Nukleinsauresequenzen konnen selbstverstandlich auch Nu- 
kleinsaurederivatsequenzen, insbesondere proteinartige Nu- 
kleinsaure (PNA) Oder Phosphortionatnukleinsauren (PTQ) oder 
Hybride da von, verwendet werden. Derartige Nukleinsaurederi- 
vatsequenzen zeichnen sich zum Teil durch eine verbesserte 
Stabilitat aus. 

Zum schutz einer oder mehrerer auf feste Gegenstande aufge- 
tragenen Nukleinsauresequenz/en kann/ konnen diese durch eine 
Schutzschicht, wie Wach S/ abgedeckt sein. Die Nukleinsaurese- 
quenz/en kann/ konnen weiterhin Bestandteil einer auf feste 
Gegenstande auf getragenen Schicht, wie einem Lack, sein. Auch 
durch impregnation oder Mischung kann eine Markierung bewirkt 

werden..--'- 

; zur Identif ikation • der mindestens einen Nukleinsauresequenz 
wird diese zweckmafiigerweise extrahiert und eine die Nuklein- 
S sauresequenz enthaltende Ldsung hergestellt. Die Nukleinsau- 
resequenz kann dann unter Verwendung der Primervarianten mit- 
tels PCR oder LCR vervielf altigt werden. Die vervielf altigte 
Nukleinsauresequenz bzw. das Amplif ikat wird "zweckmafiigerwei- 
se nachfolgend mittels Fluoreszenz, DNA, Gel-Elektrophorese, 
0 Restriktionsanalyse, Hybrid! sierung oder mittels Sequenzie- 
rung nachgewiesen. Der Nachweis mittels Fluoreszenz ist be- 
sonders einfach und schnell durchzuf Uhren . Er kann direkt in 
einer Mikrotiterplatte erfolgen. 
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Erfindungsgemaii ist zur Durchfiihrung des Verfahrens ein Kit 
zur Identifikation einer Markierung, wobei der Kit eine erste 
Primergruppe mit einem zum ersten Sequenzabschnitt korrespon- 
dierenden ersten Primerabschnitt und eine zweite Primergruppe 
mit einem zum dritten Sequenzabschnitt korrespondierenden 
dritten Primerabschnitt aufweist, wobei jede der Primergrup- 
pen vier sich jeweils in mindestens einer zusatz lichen end- 
standig vorgesehen Base unterscheidende Primervarianten um- 
faQt, so dali genau eine Primervariante der ersten Primergrup- 
pe -usammen mit genau einer Primervariante der zweiten Pri- 
mergruppe zur Nukleinsauresequenz komplementar, ist . 

Vorteilhafterweise weisen die Primervarianten dieselbe Oder 
eine ahnliche Anzahl an Nukleotiden auf . Sie kennen insbeson- 
dere mehr als 10 Nukleotide, vorzugsweise 20 Nukleotide, auf- 
.weisen. Insbesondere sind alle Primervarianten mit der Nu- 
kleinsauresequenz unter ahnlichen oder vergleichbare Strin- 
genzbedingungen aufschmelzbar. 

Zur Erleichterung des Handlings kann jede der Primervarianten 
separat von einem Tragermittel aufgenommen sein, wobei das 
Tragermittel eine Losung, ein Kunststoff und/oder Mikrokap- 
seln ist/sind. Als besonders vorteilhaft wird es angesehen, 
3 dafi jeweils zwei unterschiedliche Primervarianten als Gemisch 
vorliegen, wobei die eine Primervariante aus der erste und 
die andere Primervariante aus der zweiten Primergruppe ausge- 
• wahlt ist. 



Der Kit kann selbstverstandlich auch weitere Primergruppen 
enthalten, von denen jede jeweils eine zu einem weiteren Nu- 
kleinsaUresatz komplementare Primervariante enthait. 
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Das Verfahren und der Kit eignen sich insbesondere zur Mar- 
kierung und Identif ikation fester Substanzen, wie Zahlungs- 
mittel, Dokumente, Datentrager und dergleichen . Gleichf alls 
kdnnen flussige Stoffe, insbesondere Medikamente, Chemikali- 
5 en, Lebensmittel und dergleichen gasformige Stoffe/ insbeson- 
dere Abgase und dergleichen markiert und identif iziert wer- 
den. - 

Nachfolgend wird ein Ausftihrungsbeispiel der Erf indung anhand 
10 der Zeichnung beschrieben. Hierin zeigen 

Fig. 1 eine schematisch dargestellte Nukleinsauresequenz, 

Fig. 2 eine tabellarische Obefsicht Uber die Kombinations- 
15 mSglichkeiten des zweiten Sequenzabschnitts, 

Fig. 3 eine ubersicht Uber die KobinationsmSglichkeiten 
mit 2 x 4 Primervarianten bei der PCR, 

20 Fig. 4 eine schematische Darstellung des Funktionsmecha- 
nismus der Verylelf altigung def Nukleinsauresequeri- 
zen mittels PCT/ 

Fig .5 eine Ubersicht uber die Kobinationsmdglichkeiten 
25 mit 2x4 Primervarianten bei der LCR, 

Fig. 6 eine schematische Darstellung des Funktionsmecha- 
nismus der Vervielf altigung der Nukleinsauresequen- 
zen mittels LCR, 



30 



Fig. 7 die Identif izierung eines Codes und 
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Fig> s eine schematische Darstellung des Funktionsmecha- 
nismus zur Minimierung von Basenf ehlpaarungen. 

In Fig. 1 ist schematisch eine Nukleinsauresequenz gezeigt. 
5 Sie besteht aus einer ersten 1 das 5' -terminale Ende bilden- . 
den Sequenzabschnitt, einem damit verbundenen zweiten Se- 
quenzabschnitt 2, der wiederum mit einem das 3' -terminale En- 
de bildenden dritten Sequenzabschnitt 3 verbunden ist. 

10 Fig. 2 zeigt in einer tabellarischen Ubersicht schematisch 
die sich aus einer Variation der Basen des zweiten Sequenzab- 
schnitts ergebenden unterschiedlichen Nukleinsaurevarianten. 
Der erste Sequenzabschnitt 1 und der dritte Sequenzabschnitt 
3 bestehen aus jeweils neunzehn Basen. Der diese beiden Se- 

15 ; quenzabschnitte verbindende zweite Sequenzabschnitt 2 besteht 
V aus zwei Basen. Dabei steht A fur die Base Adenin, G fur Gua- 
nin, C fur Cytosin und T fur Thymidin. 

Die beiden Basen des zweiten Sequenzabschnitts besetzen die 
20 Positionen 20 und 21 der Nukleinsauresequenz. Wie aus der 
Fig. 2 ersichtlich ist, konnen bei gleichbleibendem ersten 
und dritten Sequenzabschnitt 1 bzw. 3 durch unterschiedliche 
Besetzung der beiden Basen des zweiten Sequenzabschnitts 2 
sechzehn unterschiedliche Nukleinsaurevarianten dargestellt 
25 werden. Mittels der sechzehn Nukleinsaurevarianten ist es 
moglich, sechzehn verschiedene Markierungen herzustellen. 

Fig. 3 beschreibt die Kombinationen, welche mit einer ersten 
PG1 und einer zweiten Primergruppe PG2 mit je vier Primerva- 
30 rianten moglich sind. Der 5|-Abschnitt der Primervarianten 
ist komplementar mit dem ersten bzw. dritten Abschnit- der 
Nukleinsauresequenz N. Das 3 '-Ende der Primervarianten tragt 
jeweils eine der vier Basen A, T, G, C. Durch die Kombination 
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der Primervarianten der ersten PG1 und der zweiten Primer- 
gruppe PG2 kdnnen sich 16 verschiedene Sequenzen im zweiten 
Sequenzabschnitt 2 der n.Nukleinsauresequenz N hybridisiert 
werden. 

5 ' ■ ■ ;• 

Zur Identifikation insbesondere einer sich lediglich im zwei- 
ten Sequenzabschnitt unterscheidenden Nukleinsauresequenz 
wird diese zunachst in Losung gebracht. Die Losung wird einer 
PCR unterzogen.; Wie aus Fig. 4 ersichtlich 1st, werden dabei , 
10 Primer verwendet, die nur dann mit dem ersten und dritten Se- 
quenzabschnitt 1 bzw. 3 hybridisieren, so fern auch Uberein- 
stimmung mit der sich daran jeweils. anschliefienden Base des 
zweiten Sequenzabschnitts 2 besteht. Zur Durchftlhrung der PCR 
und' damit zur Identifikation der Nukleinsauresequenz sind 
15 :'• demzufolge zwei Gruppen unterschiedlicher ..Primer erforder- 
lich. Eine erste Primergruppe PG1 weist einen zum ersten Se- 
quenzabschnitt 1 korrespondierenden ersten Primerabschnitt 
auf; eine zweite Primergruppe PG2 weist einen zum dritten Se- 
quenzabschnitt 3 korrespondierenden dritten Primerabschnitt 
20 auf. Jeder der Primergruppe PG1, PG2 umfaBt vier Primervari- 
anten PV1 - PV8 , welche sich in der jeweils endstandig vorge- 
sehenen Base unterscheiden. 

Zur Identifikation wird jeweils eine Primervariante PV1 - PV4 
25 der ersten Primergruppe PG1 mit einer Primervariante PV5 - 
PV8 der zweiten Primergruppe PG2 kombiniert . Es ergeben sich 
sechzehn mogliche Kombinationen. Die zu identif izierende Nu- 
kleinsauresequenz enthaltende Losung wird einer PCR jeder der 
sechzehn Kombinationen unterzogen. Eine Amplif ikation wird 
30 nur dort beobachtet/ wo die Primerkombination eine Hybridi- 
sierung mit der zu identif izierenden Nukleinsauresequenz er- 
laubt. Die Identifikation kann z.B. dadurch erfolgen, dali das 
Amplifikat fluoresziert. Die identif izierte Nukleinsaurese- 
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quenz kann einem vorgegebenen Zahlenwert zugeordnet werden. 
Dieser Zahlenwert reprasentiert den Code. 

Fig. 5 und 6 zeigen die Kombinationen und den Funktionsmecha- 
nismus bei der Anwendung der LCR. Dabei werden doppelstrangi- 
ge Nukleinsauresquenzen, namlich DNA-Sequenzen, verwendet. 
Zur Identifikation kommen doppelstrangige Primervarianten PV1 
- PV8 zum Einsatz, die wiederum aus einer ersten PG1 und ei- 
ner zweiten Primergruppe PG2 ausgewahlt sind. 



Im ersten Zyklus der in Fig. 6 gezeigten Identif izierungsre- 
aktion wird der komplementare Gegenstrang der einzelstrangi- 
gen Nukleinsauresequenz N durch Ligation der, komplementaren 
Primervarianten PV4 und PV8 gebildet. in den weiteren Zyklen 
15 ■ wird die Nukleinsauresequenz amplif iziert . Da bei der Identi- 
■ fizierungsreaktion in jedem LCR-Ansatz nur eine der sechzehn 
mogli chen Kombinationen der Primervarianten PV1 - PV8 vorhan- 
den ist, kommt es nur in einer der sechzehn Reaktionsansatze 
zur Amplif iation. 



Fig. 7 zeigt beispielhaft die Identif izierung eines komplexen 
Codes. Der zur Markierung verwendete Stoff enthalt hier vier 
unterschiedliche Nukleinsauresequenzen. Jede der Nukleinsau- 
resequenzen ist aus einem anderen Nukleinsauresatz ausge- 
25 wahlt. Jeder Nukleinsauresatz unterscheidet sich von den an- 
deren Nukleinsauresatzen im ersten und dritten Sequenzab- 
schnitt 1 bzw. 3. Die sechzehn Nukleinsaurevarianten jedes 
Nukleinsauresatzes unterseheiden sich wiederum in der Beset- 
zung der beiden Basen des zweiten Sequenzabschnitts 2. 
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Zur Identifikation der Markierung wird eine die vier Nuklein- 
sauresequenzen enthaltende Ldsung auf eine Mikrotiterplatte 
gegeben, die vier Zeilen Zl - Z4 mit je sechzehn Feldern F 
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aufweist. Die 16 Proben der ersten Zeile Zl werden zur Ampli- 
fikation mit je zwei Primervarianten versetzt, von denen eine 
aus einer ersten PG1 und die andere aus einer zweiten Primer- 
gruppe PG2 ■ ausgewahlt sind. -Die erste Primergruppe PG1 weist 
5 einen Sequenzabschnitt auf , der korrespondierend zum ersten 
Sequenzabschnitt 1 einer ersten in der Probe bef indlichen Nu- 
kleinsauresequenz ist. Die zweite Primergruppe PG2 weist ei- 
nen Sequenzabschnitt auf / der korrespondierend zum dritten 
^Sequenzabschnitt 3 der ersten in der Probe bef indlichen Nu- . . 
10 kleinsauresequenz ist. Die beiden Primervarianten der ersten 
und zweiten Primergruppe, hybridisieren nur danri mit dem er- 
sten und dritten Sequenzabschnitt des ersten NukleihsSuresat- 
z e s , weniv Ube r e in s t immung mit der jeweiligen Base des zweiten 
Sequenzabschnitts 2 besteht . : 
15 ■ v- \- . . .. ■ : " . .;■ , ■ ; ' 

Den Proben der zweiten, dritten und vierten Zeile Z2 bis Z4 
werden in analoger Weise jeweils zwei .Primervarianten einer 
dritten und vierten, f tinf ten und sechsten sowie siebten und 
achten Primergruppe zugesetzt. Die vorerwahnten Primergruppen 
i 20 korrespondieren wiederum mit dem . e rs ten und / o der dritten Se- 
quenzabschnitt des zweiten, dritten und vierten Nukleinsaure- 
)'■--',■■■■ satzes . 

, ; Der Code ist so defihiert, daJi der jeweilige Nukleinsauresatz 
;V ' 25 die Stelle im Code bestimmt . Jeder Nukleins&urevariante ist 
ein Zahlenwert zugeordnet, welcher die Wertigkeit der Stelle 
bestimmt. Im vorliegenden Beispiel ist der erste Stelle im 
Code der Zahlwert zwei, der zweiten Stelle der. Zahlenwert 
v elf, der dritten Stelle der Zahlenwert sechzehn und der vier- 

30 ten Stelle der Zahlenwert f tinf zehn zugeordnet . 

Die Fig. 8B - 8E zeigen Nukleins^uresequenzen N, bei denen in 
jedem Teilbereich des zweiten Abschnitts 2 mehrere Basen vor- 
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gesehen sind. Dabei kann es sich gemaB Fig. 8B- 8D um mehrere 
identische Basen handeln. Wie aus Fig- 8E ersichtlich ist, 
sind aber. auch Kombinationen moglich. Die beiden Teilbereiche 
des zweiten Sequenzabschnitts 2 weisen vorteilhaf terweise 
5 dieselbe Lange auf- 
Bei der Verwendung nur einer Base in einem Teilbereich kann 
es zu einem Mismatch und damit zu Primerveriangerung kommen. 
Um eine solche Fehlreaktion zu verhinder.n, kann der j eweilige 
10 Teilbereich mit einer Mehrzahl an Basen beset zt sein. 

Die Anzahl der mit dem Verfahren erzeugbaren Codes nimmt mit 
der Anzahl der verwendeten Nukleinsauregruppen exponentiell 
zu. Die Anzahl der dazu erf orderlichen Nukleinsauresequenzen 
15 steigt dagegen nur linear. Wie aus der nachfolgenden Tabelle 
: ersichtlich ist , kann mit einer verhaltnismaliig kleinen An- 
zahl an unterschiedlichen Nukleinsauresequenzen eine, grofie 
Anzahl an Codes realisiert we r den. 



Anzahl der Nuklein- 
sauresatze 


Anzahl der Nuklein- 
saurevarianten 


Anzahl der erzeug- 
baren Codes 


1 


16 = 1 x 16 


16 l =16 


2 


32 = 2 x 16 


16" = 256 


3 ■ 


48 = 3 x 16 


16* - 4.096 


4 


64 = 4 X 16 


16* = 65 536 


5 


80 = 5 x 16 


16 s = 1.048.576 


6 


96 = 6 x 16 


16 b = 16.777.216 


7 


112 = 7 x 16 


16' = 268.435.456 


8 


128 =8x16 


16" = 4.294.967.296 



20 

Eine besonders bevorzugte Aus filhrungs form besteht darin, die 
Markierung aus 5 vorgegebenen NukleinsSures^tzen zu bilden. 
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Damit konnen 1.048.576 unterschiedliche Markierungen bereit- 
gestellt werden. - Zur Identif ikation wird eine 96-Napf Mi- 
krotiterplatte verwendet, bei der in jedem Napf eine anderes 
aus zwei Primervarianten hergestelltes Gemisbh vorgelegt ist. 
5 Die Primervarianten sind jeweils mit einer f luorophoren Grup- 
pe versehen, so dafi bei Amplif ikation ..eine Fluoreszenzsignal 
detektierbar ist. Aus der jeweiligen Position der Fluores- 
zenzsignal e kann auf die Kombination der Primervarianten und 
damit auf die in der Mar kierng enthaltenen Nukleinsaurese- 
10 :quenz geschlossen werden . Ein solches Verf ahren lafit sicti oh- 
ne gr often Auf wand automatisieren . Es ist kostengiinstig und 
" schhell durchf tthrbar . 

Die vorgeschiagene biologische Markierung kanri auch in einen 
15 strichcode (Bar -Code) ubersetzt werden • Dabei def iniert die 
Anzahl der vorgegebenen Nukleinsauresatze die Anzahl der 
Striche der, Strichcodes . Die Stelle des Strichs im Strichcode 
wird durch die Art des Nukleinsaures^t zes unci seine Breite 
durch die Nukleinsaurevariarite festgelegt • 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Markierung von festen, flussigen oder gas- 
formigen Substanzen, wobei die zu markierende Substanz 
mit mindestens einer synthetisch hergestellten Nuklein- 
sauresequenz (N) versehen wird, die einen ersten (1) das 
5*- terminale Ende bildenden Sequenzabschnitt, einen damit 
verbundenen zweiten (2) aus mindestens zwei Basen (A, C, 
G, T) bestehenden Sequenzabschnitt und einen damit ver- 
bundenen dritten (3) das 3' -terminale Ende bildenden Se- 
quenzabschnitt aufweist, dadurch gekennzeichnet, ;. dafi zur 
Identif ikation eine erste Primergruppe (PG1) , mit einem 
zura ersten Sequenzabschnitt (1) korrespondierenden ersten 
...... primerabschnitt und eine zweite Primergruppe. (PG2) mit 

einem zum dritten Sequenzabschnitt (3) korrespondierenden 
dritten Primerabschnitt verwendet wird, , wobei jede der 
Primergruppen (PG1/ PG2) vier, sich jeweils in mindestens 
-einer zusatzlichen endstandig vorgesehen Base (A, C, G, 
T) unterscheidende Primervarianten (PV1 - PV4; PV5 - PV8) 
umfafit, so dafi genau eine Primervariante (PV1, PV2, PV3, 
PV4) der ersten Primergruppe (PG1) zusammen mit genau ei- 
ner. Primervariante (PV5, PV6, PV7, PV8) der zweiten Pri- 
mergruppe (PG2) eine Amplfikation der Nukleinsauresequenz 
. (N) ermSglicht ♦ 

2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (N) mehr als 20 Nukleotide, vor- 
zugsweise 40 Nukleotide, aufweist. 

' 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
eine Mehrzahl an Nukleinsauresequenzen (N) verwendet 
wird, die . im zweiten Sequenzabschnitt (2) sich unter- 
scheiden. 
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4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
der zweite Sequenzabschnitt (2) aus zwei Teilbereichen 
besteht, von denen mindestens einer aus einer Mehrzahl 
von Basen (A, C, G, T) besteht. 

5 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen im ersten (1) und dritten Se- 
quenzabschnitt (3) sich unter scheiden. 

10 6. Verfahren nach einem . der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der erste (1) und der dritte Sequenzabschnitt (3) die 
gleiche Anzahl an Nukleotiden aufweisen. : / 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
15 der erste (1) und der dritte Sequenzabschnitt (3) unter 

vergleichbaren Stringenzbedihgungen auf schmelzbar sind. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Pr imervar ianten ( PV1 - PV8) unter vergleichbaren 

20 Stringenzbedingungen auf schmelzbar sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Aiisp ruche, wobei 
als Nukleinsauresequenz (N) eine Nukleinsaurederivatse- 

. quenz, insbesondere proteinartige Nukleinsaure (PNA) oder 
25 Phosphothionatnukleinsauren (PTO) oder Hybride davon, 

verwendet wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
jeder zu markierende Substanz mi t mindestens einer unter- 

30 scheidbaren Nukleinsauresequenz (N) versehen wird. 
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11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die auf feste Gegenstande aufgetragene Nukleinsaurese- 
quenz (N) durch eine Schutzschicht abgedeckt wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei. 
die Nukleinsauresequenz. (N) Bestandteil einer auf feste 
Gegenstande auf getragenen Schicht sind. . 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
.die zu markierende Substanz mit der Nukleinsauresequenz 

(N) impragniert wird/ 



14 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (N) dem zu markierenden Stoff 
15 beigemischt wird; . 

15.. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
zur Identifikation der Markierung die Nukleinsauresequenz 
(N) yon 'der Substanz bzw. dem Gegenstand extrahiert Oder 
20 .. : entfernt wird. : r: \\ 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Afispruche, wobei 
eine die extrahierte Oder entf ernte Nukleinsauresequenz 
(N) enthaltende Losung hergestellt wird. 



30 



17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
die in der Losung enthaltene Nukleinsauresequenz (N) un- 
ter Verwendung der Primervarianten (PV1 - PV8) mittels 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) vervielf altigt werden. 

18. Verfahren nach einem: der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die in der L6sung enthaltene Nukleinsauresequenz (N) un- 
ter Verwendung der Primervarianten (PV1 - PV8) mittels 
Ligase-Ketten-Reaktion (LCR) vervielf altigt wird. 



35 
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19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die vervielfaltigte Nukleinsauresequenz (N) mittels Fluo- 
reszenz nachgewiesen wird. , , : -y 

5 20. Kit zur I dent if ikation einer Markierung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB der 1 Kit eine erste Primer- 
gruppe (PG1) mit einem zum ersten Sequenzabschnitt (1) 
korrespondierenden ersten Primerabschnitt und eine zweite 
Primergruppe (PG2) mit einem zum" dr it ten Sequenzabschnitt 

10 13) korrespondierenden dritten Primerabschnitt aufweist, 

wobei jede der Primergruppen (PG1, PG2) vier sich jeweils 
in mindestens einer zusatzlichen endstandig vorgesehen 
Base (A, C> G, T) unterscheidende Primers (PV1 - 

PV4 ; PV5 - PV8) umf aBt, so' daB genau eine Primervariante 

lb (PV1, PV2, PV3, PV4) der ersten Primergruppe (PG1) zusam- 

men mit genau einer Primervariante (PV5, PV6, PV7 , PV8) 
der zweiten Primergruppe (PG2) zur Nukleinsauresequenz 
(N) komplementar ist. 

20 21. Kit nach Anspruch 20, wobei die Primervarianten Primerva- 
rianten (PV1 - PV4; PV5 - PV8) dieselbe oder eine ahnli-. 
che Anzahl an Nukleotiden aufweisen. 

22. Kit nach einem der Anspriiche 20 oder 21, wobei die Pri- 
25 mervarianten (PV1 - PV4; PV5 PV8) mehr als 10 Nukleoti- 

de, vorzugsweise 20 Nukleotide, aufweisen. 

23. Kit nach einem der Anspriiche 20,bis 22, wobei die Nu- 
kleinsauresequenzen im zweiten Sequenzabschnitt (2) sich 

30 unterscheiden. 



24. Kit nach einem der Anspriiche 20 bis 23, wobei die jeder 
der Primervarianten (PV1 - PV8) separat von einem Trager- 
mittel aufgenommen ist. . 
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25. Kit nach Anspruch 24, wobei das Tragermittel eine Losung, 
eine Mikrotiterplatte, ein Kunststoff und/oder Mikrokap- 
seln ist/sind. 

5 

26. Kit nach einem der vorhergehenden Anspruche 20 bis 25, 
wobei jeweils zwei unterschiedliche Primervarianten (PV1 
- PV8) als Gemisch an Oder in einem Tragermittel aufge- 
nommen sind. 

10 . . .. . _ . ..; . . \ '-, 

27 . Kit riach einem der vorhergehenden AnsprUche 20 bis 26/ 
wobei die Primervarianten (PV1 - PV8) mit einer fluoro- 
phoren Gruppe versehen sind, so dafi bei Amplification ein 

. Fluoreszenzsignal detektierbar ist . 



WO 99/13102 



PCT/DE98/02615 



1 n 



5' 



T 

2 



mi 3* 



Fig. 1 




I 


Base 20 I Base 21 ! 


|1 !A . |A - I 




3 I A ,i 




4 I 


A I 

i 


c ■ 


5 


T . 




6 


T 


T ■ • ■ ■ '*• * •• 




t .......JIG - - 1 


8 it I c m 


9 


G 1 




10 


G IT 


11 




G 


12 


G 


c 


13 


C 


A 


14 


C 


T 


15 


C 


G 


16 


C 


c 



Fig.2 



WO 99/13102 



PCT/DE98/02615 



CJi 



o 



o 



5 

o 
© 

o 
o 



2/7 



03 


01 










1 




! 


1 


1 








1 




i 


1 


I 




© 








© 
— 1 








i 


-4- 


GA 


AA 




>' 


GG 




— 1... 

© 


© 


GC 


5 


— 1 

0 


O 



01 



"0 

CD 
ho 



Fig. 3 



WO 99/13102 



PCT/DE98/02615 



3/7 



1 . PCR-Zyklus 



PG1 



Verlangerung der 
Primer-DNA 



223^?.. 



rV2i — a — 1 1 jjji' 
PV 4 i > 



,,:„,,, mim iiM.nnHHi mil) pninnninnnnin y A T 
1 2 




2. bis n-ter PCR-Zyklus 



PG1 



Verlangerung der 
Primer-DNA 



• ^ V-^ — — — — — w 



E2 - ZZgZZ B ZS2 2ZZ 



I u 3p 3E2ESjjpDSE BESSES 



— • • " •T."," " • * " 




Verlangerung der 
Primer-DNA 



PG2 



Fig. 4 



ATT /RPfSCL 26\ 



WO 99/13102 



4/7 



PCT/DE98/02615 



CD 



cn co 



cn co 

IS 



II 



11 

It 

■I 

■I 
■I 

I 



11 

1 



o> ^> 

8888^8 



a 



s8 



> 

o 

8 



"D 

O 
ho 



cn 
co 

cn 
co 

cn 
co 

cn 

1 CO 



Fig. 5 



— - PCT/DE98/02615 

WO 99/13102 



5/7 



1 LCR-Zyklus 
3' PG1 



Ligation der 
primer-DNA 



PV 2 Z2EZZZZZZ2Z Z Z » Z » tfJUUP 9 . ^ 

PV 3 zzsz a r a A ' " e z " z ^j^^j 



|— V w " rr r * ~ » 

PV4 TZ2ZZZZ2Z2Z2Z3. **» » " ZgZZZZjpfg 

5 v nnnnmnp^ 



PG2 



Markierungs-DNA 



5' 



PV 5 
PV 6 
PV7 
PV 8 

3' 



2. bis n-ter Zyklus LCR-Zykius 



pV 1 az z " z s a z * 2 222 a 
PV 9 z ^z z * a z z z Z a a a z tz zz&& V: 



py 2 zzzbbzzzz — -r— — 

py 3 agzaa ez z z zaazzzzzzzg A* 
py 4 zzzazzagzzzzzzzzz nA ^ 

^ lll l l l l ll l f i iHii i Miu» | j|||i)||'lliffl"»»»«'"nn^ A.T 



-Z ZZ2Z2Z2Z2ZZZ ZZZZL 2 g2ZZZZZ^ T_Aj : 
py l 1 | nH l i ii i i i i i iiiMi | HIHil l lllM"'" llll| MIMI II I I I I» III MI I IU - ' ^ < ^ 

^ -nrn i mnnniHiiin"""" 1111111 '' 11111 " 111 "^ ^ 



PV 5 
PV 6 
PV7 
PV 8 




PV 5 
PV 6 
PV7 
PV 8 



Ligation der 
Primer-DNA 



F/g. 6 



_ _ PCT/DE98/02615 

WO 99/13102 




P/g. 7 



» 9 



WO 99/13102 



PCT/DE98/02615 



7/7 



PG1 



3' 



p\/ 2 E Z Z g Z 2Z > i J Z Z Z Z JJ M Jj » ^ 2222 



pV 3 r r zz a v> w z z 2 z a a z zzzzzzz 
PV4 



I 




Markierungs-DNA 



B g Z g2ZZ 2Z2ZZ22Z2ZZZgZ2Z2Z 
E ZZZS ZZZ Z ^ Z Z 7ZZDZZZ. 

vzzz z z zz Z Z Z ZZ5ZZZZ 

mi nnnniiffliiniiEn nni mn«ni "»'» m mmii j A A NN 



"X" 

"X- 
.... 



— - w 

H 

H 



t ^ g g » » >x z z a z z azz zz 

\ZZZ2Z2Z2Z2Z. ZZ Z >' ZZZZZ 



I • ■mil ■'"■»•'»' -"HA A A mkin< 



— — "H 

H 

.— — M 
»1 




w/ // ////MS//'/,',/ -ZZZZ ZZZ* 

» ■•-'-■>'' 1 * -1—1- 



• — X— " 



...... ^{ 

.— H 

— W 



IHIUil .IIIIII IIIH II ■■!!=■ V 



msnsnni 3Esie | AAA A NNNN 



i/> // » a >y zzz v> z >j 
ezazazz ,y z z zaz za: 




Ezzzaz z z e z a z z zzsz 



-X— 2 



rTGA NNNN 



F/g. 8 



INTERNATIONAL«lRCH REPORT 



M- 



IruSTational Application No 

PCT/DE 98/02615 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER . 

PC 6 C12Q1/68 G09F3/00 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



, FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

PC 6 C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. OOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 96 17954 A (PABIO ;ALESTR0EM PETER 
(NO)) 13 June 1996 
see the whole document 

WO 90 14441 A (CETUS CORP) 

29 November 1990 

see the whole document 

WO 91 17265 A (SLATER JAMES HOWARD ;MINT0N 
JOHN EDWARD (GB)) 14 November 1991 
see the whole document 

WO 94 04918 A (SLATER JAMES HOWARD '"; MI NTON 
JOHN EDWARD ( GB ) ) 3 March 1994 
see the whole document 

-/- 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



HI 



Further documents are Hsted in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
H E m earlier document but published oh or after the international 

filing date . 

"L" document which may throw doubts on priority clalm(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
. or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



11 February 1999 



Date of mailing of the International search report 



19/02/1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.8. 5818 Patentlaan 2 
. NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Hagehmaler, S 



Form PCT/1SA/210 (second sheoi) (July 1 992) 



INTERNA 



AL SEARCH REPORT 



Ronal Application No 

PCT/DE 98/02615 



C.(Contlnuatlon) OOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with rndicatioawhere appropriate, ot the relevant passages 



WO 95 02702 A (SLATER JAMES HOWARD ;MINT0N 
JOHN EDWARD (GB)) 26 January 1995 
see the whole document 

WO 97 32040 A (ROYAL INFIRMARY OF 
EDINBURGH N ; STIRLING DAVID (GB); LUDLAM 
CHRIST) 4 September 1997 
see the whole document 

WO 87 06383 A (BIOTECHNICA LTD) 

22 October 1987 

see the whole document 

US 5 139 812 A (LEBACQ PHILIPPE) 

18 August 1992 

see the whole document 



WO 96 19586 A (VISIBLE GENETICS INC 
JAMES M (CA)) 27 June 1996 
see the whole document 



;DUNN 



SANO T ETAL: "Deoxyribonucleic acids as 
unique markers in molecular detection" 
GENETIC ANALYSIS: BIOMOLECULAR 
ENGINEERING, 

vol. 14, no. 2, July 1997, page 37-40 

XP004126263 : 

see the whole document . 

WO 98 55657 A (CELLSTORE jGIFFORD DAVID K 
(US)) 10 December 1998 r 
see the whole document 



Relevant to daim No. 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1 PCT/ISA/210 (conBnuarion ol second shoot) <JutV 1992) 



INTERNA^NAL SEARCH REPORT ["JR 



Information on patent family members 



[Tonal Application No 

PCT/DE 98/02615 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 

0£_nA_1 QOf\ 



WO 9617954 



13-06-1996 



CA 
EP 
NO 



2206486 
0795029 
972610 



A 
A 
A 



WO 9014441 A 29-11-1990 



WO 9117265 A 14-11-1991 



AT 
AU 
AU 
CA 
DE 
DE 
DK 
EP 
ES 
OP 
US 

AT 

AU 

-AU 

CA 

DE 

DE 

DK 

EP 

ES 

GB 

GR 

SG 

US 



142274 T 
. 643217 B 
5741990 A 
-2017211 A 
69028402 
69028402 
477220 
0477220 
2091243 
4505708 
5451505 



D 
T 
T 
A 
T 
T 
A 



156193 T 
;y 663289 B 
7854191 A 
2082050 A 
69127080 D 
69127080 T 
527850 T 
0527850 A 
2106780 T 
2259363 A,B 
3025155 T 
49087 A 
5665538 A 



WO 9404918 A 03-03-1994 



155885 T 
690076 B 
4970893 A 
2143339 
69312498 
69312498 
657028 
0657028 
2107193 
3025156 
47622 



A 
D 
T 
T 
A 
T 
T 
A 



5643728 A 



WO 9502702 A 26-01-1995 



700332 B 
7130094 A 
0774012 A 
52549 A 
5763176 A 



W0 9732040 A 04-09-1997 



AU 



1889797 A 



WO 8706383 A 22-10-1987 



DK 
EP 
JP 
JP 



644187 A 
0303610 A 
2726877 B 
63503242 T 



13-06-1996 
17-09-1997 
07-08-1997 



15-09- 
11-11- 

18- 12- 
22-11- 
10-10- 
17-04- 
21-10- 
01-04- 
01-11 
08-10 

19- 09 



1996 
1993 
1990 
1990 
1996 
1997 
1996 
■1992 
■1996 
-1992 
-1995 



15- 08- 
05-10- 
27-11- 
05-11- 
04-09- 
26-02- 

16- 02- 
24-02 
16-11 
10-03 

•, 27-02 
18-05 
09-09 



1997 
1995 
1991 
1991 
1997 
1998 
1998 
1993 
•1997 
•1993 
-1998 
-1998 
-1997 



15-08- 
23-04- 

15- 03- 

03- 03- 

04- 09- 

05- 02- 

16- 02 
14-06 

16- 11 
27-02 

17- 04 
01-07 



1997 
1998 
1994 
1994 
1997 
1998 
1998 
•1995 
•1997 
-1998 
-1998 
-1997 



24-12-1998 
13-02-1995 
21-05-1997 
28-09-1998 
09-06-1998 



16-09-1997 



08-02-1988 
22-02-1989 
11-03-1998 
24-11-1988 



US 5139812 A 18-08-1992 



FR 2649518 A 



11-01-1991 



internationa^^arch report 

Information on patent family members 



ational Application No 

PCT/DE 98/02615 



Patent document 
cited in search report 




Publication 
date 




Patent fnmttv 

r aid u icHiiuy \ 

member(s) 


Publication 1 
date 


US 5139812 


A 




DE 
DE 
EP 
ES 
OP 


69008625 D 
69008625 T 
0408424 A 
2056405 T 
3058800 A 


09-06-1994 { 
01-12-1994 | 
16-01-1991 
01-10-1994 
13-03-1991 


WO 9619586 


A 


27-06-1996 


US 
AU 
CA 
DE 
GB 


5776737 A 
4113696 A 
2208428 A 
19581886 T 
2311370 A,B 


07-07-1998 
10-07-1996 
27-06-1996 
07-05-1998 
24-09-1997 


WO 9855657 


A 


10-12-1998 


NONE 






INTERNATION 



CHERCHENBERICHT 




i'n«jMnbnales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/02615 



A. KLASS1FIZ1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 „. G09F3/00 



Nach der intemationalen Patentklassifikatlon (IPK) Oder nach der natlonalen Klassifikatton und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprutstoff (Kiassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprutstoff gehdrende Verdffentlichungen, sowelt diese unter die recherchierte n Gebiete faHon 



Wahrend dar intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Verdffentlichung, sowett erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 96 17954 A ( PABIO ; ALESTROEM PETER 
(NO)) 13. JuM 1996 
siehe das ganze Dokument 

WO 90 14441 A (CETUS CORP) 

29. November 1990 

siehe das ganze Dokument 

WO 91 17265 A (SLATER JAMES HOWARD ;MINT0N 
JOHN EDWARD (GB)) 14. November 1991 
siehe das ganze Dokument 

WO 94 04918 A (SLATER JAMES HOWARD ;MINT0N 
JOHN EDWARD (GB)) 3. Marz 1994 
siehe das ganze Dokument 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



m 



Weitero Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 

"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

"L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritalsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezient 

"P" Verdffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspnjchten Priorltatsdatum verdffentlicht worden ist 



T" Spatere Verdffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mil der 
Anmekfung nlcht koWdlert, sonde rn nur zum VerstSndnis des der 
Erf indung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

-X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dleser Verdffentlichung nicht ate neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie In Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Verdffentlichung, die Mltglied dersefben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



11. Februar 1999 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



19/02/1999 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 

EuropSlsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan2 

NL-2280HVRI|swi|k 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Hagenmaler, S 



FormbUtl PCTV1SA/21 0 (Ban 2) (Jufl 1 992) 



INTERNATIONALER 



CHENBERICHT 



ationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/02615 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 | Bezeichnung der Verbflentlichung, soweit ertorderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 95 02702 A (SLATER JAMES HOWARD ;MINT0N 
JOHN EDWARD (GB)) 26. Januar 1995 
siehe das ganze Dokument 

WO 97 32040 A (ROYAL INFIRMARY OF 
EDINBURGH N ; STIRLING DAVID (GB); LUDLAM 
CHRIST) 4. September 1997 
siehe das ganze Dokument 

WO 87 06383 A (BIOTECHNICA LTD) 

22. Oktober 1987 

siehe das ganze Dokument 

US 5 139 812 A (LEBACQ PHILIPPE) 

18. August 1992 

siehe das ganze Dokument 

WO 96 19586 A (VISIBLE GENETICS INC ;DUNN 
JAMES M (CA)) 27. Juni 1996 
siehe das ganze Dokument 

SANO T ET AL: "Deoxyribonucleic acids as 
unique markers in molecular detection" 
GENETIC ANALYSIS: BIOMOLECULAR 
ENGINEERING, 

Bd. 14, Nr. 2, Jul 1 1997, Seite 37-40 
XP004126263 

siehe das ganze Dokument 

WO 98 55657 A (CELLSTORE ;GIFFORD DAVID K 
(US)) 10. Dezember 1998 
siehe das ganze Dokument 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



Foimblad PCT/ISA/210 (FonssBung von Burn 2) (JuU 1992) 



tCHENBERICHT 



INTERNATIONALER ^pHER( 

Angaben zu Veroff entlictiungen, die zur selben Patentfamilie gehoren 



Im^ationales Aktenzaichen 

PCT/DE 98/02615 



im Recherchenbericht 


j Datum der 


Mitqlied(er) der 


Datum der 


angefGhrtes Patentdokument 


Verdffentiichung 
— 1 — 




PptpntfAmiliP 


Verdffentlichung 


WO 9617954 A 


13-06-1996 


AU 


3992395 A 


26-06-1996 






. CA 


2206486 A 


13-06-1996 






EP 


0795029 A 


17-09-1997 






NO 


972610 A 


07-08-1997 


, 

WO 9014441 A 


29-11-1990 


AT 


142274 T 


15-09-1996 






AU 


643217 B 


11-11-1993 






A 1 1 

AU 


5741990 A 


18-12-1990 






CA 


2017211 A 


22-11-1990 






DE 


69028402 D 


10-10-1996 






DE 


69028402 T 


17-04-1997 






DK 


477220 T 


21-10-1996 






EP 


0477220 A 


01-04-1992 






ES 


2091243 T 


01-11-1996 






r JP 


4505708 T 


08-10-1992 






US 


5451505 A 


19-09-1995 


WO 9117265 A 


14-11-1991 


AT 


156193 T 


15-08-1997 






- - : AU 


663289 B 


05-10-1995 






v AU 


7854191 A 


27-11-1991 






CA 


,2082050 A 


05-11-1991 






DE 


69127080 D 


04-09-1997 






DE 


69127080 T 








DK 


527850 T 


16-02-1998 






... EP 


0527850 A 


24-02-1993 






ES 


2106780 T 


16-11-1997 






GB 


2259363 A,B 


10-03-1993 






GR 


3025155 T 


27-02-1998 






SG 


49087 A 


18-05-1998 


■ ————————————— 




US 


. 5665538 A 


09-09-1997 


WO 9404918 A 


03-03-1994 


AT 


155885 T 


— — — — — — — — 

15-08-1997 






AU 


690076 B 


23-04-1998 






AU 


4970893 A 


15-03-1994 






CA 


2143339 A 


03-03-1994 






DE 


69312498 D 


n/1-HQ— 1 QQ7 

u*i— uy— iyy / 






DE 


69312498 T 


05-02-1998 






DK 


657028 T 


16-02-1998 






EP 


0657028 A 


14-06-1995 






ES 


2107193 T 


16-11-1997 






GR 


3025156 T 


27-02-1998 






SG 


47622 A 


17-04-1998 






US 


5643728 A 


01-07-1997 



W0 9502702 


A 


26-01-1995 


AU 


700332 B 


24-12-1998 








AU 


7130094 A 


13-02-1995 








EP 


0774012 A 


21-05-1997 








SG 


52549 A 


28-09-1998 








US 


5763176 A 


09-06-1998 


W0 9732040 


A 


04-09-1997 


AU 


1889797 A 


16-09-1997 


WO 8706383 


A 


22-10-1987 


DK 


644187 A 


08-02-1988 








EP 


0303610 A 


22-02-1989 








OP 


2726877 B 


11-03-1998 








JP 


63503242 T 


24-11-1988 


US 5139812 


A 


18-08-1992 


FR 


2649518 A 


11-01-1991 



Foimblatt PCT/lSA/2 1 0 ( Anhang Paterrtfamilie)(Jufi 1992) 



IN TERN ATION ALER R^ppERCHENBERICHT 

Angaben zu \terof1entiichungen, die zur solben Patentfamilfe gehdren 



lm Recherchenbertcht 
angefOhrtes Patentdokument 



US 5139812 



WO 9619586 



WO 9855657 



tionaies Aktenzeichen 

PCT/DE 98/02615 



Datum der 
Ver6ffenttichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Oatum der 
Ver&ffentlichung 



27-06-1996 



10-12-1998 



DE 


69008625 D 


09-06-1994 


DE 


69008625 T 


01-12-1994 


EP 


0408424 A 


16-01-1991 


ES 


2056405 T 


01-10-1994 


JP 


3058800 A 


13-03-1991 


US 


5776737 A 


07-07-1998 


AU 


4113696 A 


10-07-1996 


CA 


2208428 A 


27-06-1996 


DE 


19581886 T 


07-05-1998 


GB 


2311370 A,B 


24-09-1997 


KEINE 



Fotmbtan PCTASA/2lO<Anhang PatertfamiHe)(JuS 1992) 



